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第 1 章 研究の背景 
 
1-1 国内外における肥満の実態 





る (Alberti et al., 2005, Haskell et al., 2007)。 
肥満の進行は上記のような様々な疾患の発症の要因となるうえに、その肥満人口は世界
中で増加し続けている。Ng et al. (2014) の調査によると、世界中で BMI25 以上の過体重あ
るいは肥満者の人口は 1980 年で 9 億 2100 万人であったが、2013 年には 21 億人へ 2.3 倍の
増加を認めており、2013 年時点で世界人口の 3 分の 1 以上が過体重あるいは肥満であると
報告されている。また、日本も例外ではなく、肥満人口はおよそ 3200 万人であり、その男
女別の割合は、男性 31.3%、女性 20.6%と報告されている (平成 28 年「国民健康・栄養調
査」, 2017)。この割合は過去 10 年間で大きな増減はみられていないものの、男性では、肥
満者の割合が 30 年前と比較して 2.3 倍に増加しており、諸外国同様、漸増している (平成










あると報告しており (Araújo et al., 2018, Younossi et al., 2016)、Younossi et al. (2016) はアメリ
カで 30%、中東で 32%、アジアで 27%、ヨーロッパで 24%、アフリカで 13%と報告してい
る。また、我が国において Eguchi et al. (2012) は、3 施設による健康診断受診者における脂
肪肝疾患者の有病率を検討した結果、2010 年時点の脂肪肝疾患の有病率は全体で 29.7%で
あり、そのうち男性が 41.0%、女性が 17.7%であったと報告している。また、Jimba et al. (2005) 
も健康診断受診者における脂肪肝疾患有病率が 29％であったと報告しており、諸外国の脂
肪肝疾患人口と同様の結果であった。 
脂肪肝疾患有病者の経年推移を検討したアメリカの調査では、2003 年から 2011 年までの
8 年間で 6.3%から 17.6%へ 2.8 倍の増加を認めている (Kanwal et al., 2016)。また、日本では
Kojima et al. (2003) の調査で、1989 年から 1998 年までの 12 年間で 12.6%から 30.3%へと







1-3   肥満と脂肪肝 
 肥満に伴う脂肪の蓄積部位は 3 つに分けられる。1 つ目が皮下脂肪、2 つ目が内臓脂肪、
3 つ目が肝臓や骨格筋への異所性脂肪である。 
これまで、一般的に、皮下脂肪の増加と比較して内臓脂肪の増加の方が身体へ悪影響をも
たらすことが知られている (Kuk et al., 2006）。例えば、内臓脂肪の増加は高血圧と強い相関
を示すことや (Hayashi et al., 2003, Chiba et al., 2007) 、Ⅱ型糖尿病の患者において心血管疾
患を引きおこす危険因子であることが知られている (Fukuda et al., 2018)。さらに、内臓脂肪














流入の増加が肝臓の脂肪蓄積の要因となる (Miles et al., 2004, Havel et al., 2004, Donnelly et al., 
2005)。 
2 つ目の de novo 脂肪合成の増加について、インスリン抵抗性による高インスリン血症の
状態では肝臓における SREBP-1c の発現が増強される。この SREBP-1c は ACC をはじめと
した脂肪合成に関わる諸酵素の転写を促進させることにより、肝臓での de novo 脂肪合成が
増加する (Shimano et al., 1997, Shimomura et al., 1999, Mitsuyoshi et al., 2009, Linden et al., 2013)。 
3 つ目の脂肪分解能の減少について、脂肪酸代謝過程におけるミトコンドリアでのエネル
ギー産生には、β 酸化のはたらきが重要であるが、この β 酸化が障害されると肝臓の脂肪蓄
積や脂肪性肝炎が引き起こされる (Fan et al., 1998, Tilg et al., 2008, Ibdah et al., 2005)。以上の
ような要因によって肝臓への脂肪蓄積が進行するとされている。 
 
1-4   食事と脂肪肝 
これまで、脂肪肝の原因にはアルコールの摂取が挙げられていたが、1980 年に Ludwig et 
al. (1980) はアルコールの過剰摂取がないにも関わらずアルコール性肝障害に類似した病理
像の症例を報告し、これを非アルコール性脂肪性肝炎 (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease : 
NASH) と命名した。NASH に続いて、1986 年に Schaffer et al. (1986) は組織診断あるいは画
像診断で脂肪肝を認め、アルコール性肝障害などの他の肝疾患を除外した病態のことを非






et al., 2005, Cortez-Pinto et al., 2006)。高糖質摂取 (Solga et al., 2004) あるいは高脂肪食摂取は
NAFLD 及び NASH の起因となる (Zivkovic et al., 2007, Zelber-Sagi et al., 2007, 2008) といわ
れており、多くの研究では、カロリー過剰状態により脂肪肝疾患を発症させるものであった。





すことが明らかとなっている (Takahashi et al., 1999)。 
一方で、食習慣を改善させることは、脂肪肝の改善につながる可能性がある。長期間の高
脂肪食摂取で NASH を発症させたラットに対し、高脂肪食飼料から 35%脂質を減らした飼
料へ変更し、長期間介入した結果、NASH の症状が改善したことが報告されている (Omagari 
et al., 2008)。また、ヒトに対するシステマティックレビューからも食事制限による減量効果











イズ全てに改善を認めなかった (Kurosaka et al., 2015)。したがって、脂肪性肝疾患に対する
食事制限がもたらす改善効果には限界がある可能性がある。 
 




に対して有益な効果をもたらすことが知られている (Blair et al., 1989, Haskell et al., 2007, 





いて、身体活動量の低下は脂肪性肝疾患を引き起こすが (Zelber-Sagi et al., 2008, St George et 









(Yoshimura et al., 2011)。これらの研究より運動は肝臓への脂肪蓄積の改善のみならず、肝機
能の改善にも効果的であることが示唆される。 
運動による肝脂肪蓄積改善のメカニズムには様々な報告がある  (Rector et al., 2008, 
Cuthbertson et al., 2016, Romero-Gómez et al., 2017)。肝臓への脂肪蓄積の重要因子としてイン
スリン抵抗性が挙げられるが、運動は骨格筋のインスリン抵抗性を改善させることで全身
のインスリン感受性を改善させ、結果として肝臓における de novo 脂肪合成が減少し、脂肪
蓄積が改善される (Cuthbertson et al., 2016)。また、遺伝的肥満ラットに対して自発的運動を
行った実験で、自発的運動が肝臓での β 酸化や酸化的リン酸化のような脂肪酸酸化に関わ
るミトコンドリア機能を改善し、脂肪酸合成に関わるタンパクである FAS や ACC の活性を












AST : Aspartate aminotransferase         アスパラギン酸アミノ基転移酵素 
ALT : Alanine aminotransferase                   アラニンアミノ基転移酵素 
HU : Hounsfield unit                           ハウンズフィールドユニット 
NAFLD : Non-Alcoholic Fatty Liver Disease        非アルコール性脂肪性脂肪肝疾患 
NASH : Non-Alcoholic Fatty Liver Disease            非アルコール性脂肪性肝炎 
SREBP-1c : Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1c ステロール調整配列結合タンパク 
ACC : Acetyl CoA Carboxylase            アセチル CoA カルボキシラーゼ 






















第 2 章 研究目的と課題 




2-2  研究課題 
研究 1   経時的 CT 撮影による肝脂肪蓄積の評価と自発的運動の効果 















第 3 章 





第 3 章 研究 1 : 経時的 CT 撮影による肝脂肪蓄積の評価と自発的運動の効果 
 
3-1   緒言及び目的 
近年、日本及び諸外国において食習慣の変化に伴う食事誘発性の脂肪性肝有病者の増加






ールのひとつである (Haskell et al., 2007)。近年の研究では運動が高脂肪食摂取による肝臓へ
の脂肪蓄積及びそれに伴う肝機能低下や脂肪肝の状態を改善させることが明らかにされて

















3-2   方法 
3-2-1 被験動物 
本研究の被験動物には 4 週齢の C57BL/6J 雄性マウス (日本クレア株式会社, 静岡, 日本) 




マウスは、温度 (23.5°C ± 0.7°C)、湿度 (34.0% ± 5.7%) が一定に保たれ、明暗周期を 12 時
間周期 (明期 8 : 00 - 20 : 00) の環境をもつ、福岡大学アニマルセンターで飼育した。 
 
3-2-3 飼料 
本研究で用いた普通食 (Con) は、チャールスリバーフォーミュラーCRF-1 (オリエンタル
酵母工業株式会社, 東京, 日本) である。この普通食の組成 (kcal 比) は炭水化物 62%、タン
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パク質 25%、脂肪 13%であり、質量当たりのエネルギー量は 3.57kcal/g であった。高脂肪食 
(HFD) は、High Fat Diet32 (日本クレア株式会社) を採用し、その組成は炭水化物 23%、タ




4 週齢のマウスは本学アニマルセンターで 2 週間の順化期間を設けた。そして、6 週齢と
なったマウスを普通食 (Con; n = 6) 群と高脂肪食群 (n = 17) に無作為に分け、6 週間食事介
入による飼育を行った。6 週間の普通食あるいは高脂肪食摂取介入後、高脂肪食群はさらに
自発的運動 (HFD+Ex; n = 10) 群と、運動を行わずに高脂肪食摂取介入のみ継続した (HFD; 
n = 7) 群に分け、さらに 6 週間飼育した。6 週間の自発的運動介入に割り付けられたマウス
は、マウス回転式運動量測定器 (日本クレア株式会社) のゲージで飼育した。この HFD+Ex
群の運動は自由に運動が行える、自発的運動とし、その運動量はゲージに付属しているカウ
ンターで測定した (Fig. 1)。 
 
3-2-5 総摂餌量及び総摂取エネルギー量の評価 







マウスの体重及び運動量の測定は 2 日毎に行った。また、マウスの腹部の CT 撮影は毎週
行った。 
 
3-2-7 CT 撮影 
本研究ではマウスの腹部CT撮影をアニマルセンターに設置している SkyScan1178高速 in 
vivo X 線 CT スキャナ (東陽テクニカ株式会社, 東京, 日本) を用いて行った。毎回、同一条
件で解析を行えていることを確認するために、プラスチックチューブに入れた水を撮影し、
水を 0、空気を-1000 と表示するスケールを用いてキャリブレーションを行い、Hounsfield 
unit (HU) 値を算出した。HU 値は CT Analyzer software (BRUKER, v.1.16 64-bit version) を用
いて解析した。 
マウスは腹部 CT 撮影直前に用いた麻酔薬は塩素メデトミジン (ドミトール, 日本全業
工業株式会社, 日本)、ミタゾラム (ミタゾラム, サンド株式会社, 日本)、酒石酸ブトルファ
ノール (ベトルファール,  Meiji Seika, 日本) (Kawai et al., 2011) を混和させた、3 種混合麻
酔であり、測定直前に腹腔内に注射し、体動が起こらない状態で専用の撮影ベッドへ移し、
撮影した。撮影は fast mode 161um pixels, 41mm FOV モードに設定し、全身を 360 度スキャ
ンし、撮影した。CT 撮影後は塩酸アチパメゾール (アンチセダン, 日本全薬工業株式会社, 
日本) を拮抗薬として腹腔内注射し、覚醒させた。 








血液サンプルは 6 時間の絶食後に 3 種混合麻酔をマウスの体重 10g 当たり 0.03ml 腹腔内
注射し、マウスの尾部から採取した。血漿 ALT、 AST 値はトランスアミナーゼ CⅡテスト
ワコー[POP・TOOS 法] (和光純薬工業, 埼玉, 日本) を用いて解析した。 
 
3-2-9  肝臓組織の組織学的分析   
肝臓及び腸間膜脂肪は、頸椎脱臼後に即座に摘出し、計量した後、液体窒素で凍結させ、
-80℃で保存した。 
肝臓組織は脂肪滴を染色するために、Oil red O 染色を行った。肝臓組織は O.C.T コンパ
ウンドを用いて包埋後、クリオスタットを用いて 10µm 厚の新鮮凍結切片を薄切し、スライ
ドガラスに貼り付けた。この肝臓切片を 30 分間風乾した後 (室温)、O.C.T コンパウンドを
PBS に浸水して除去し、水洗した。その後、60%の 2-プロパノールに浸水 (1 分)、オイルレ
ッド O と 99% 2-プロパノールを混和し、ろ過させておいた Oil red O 保存液 (Sigma-Aldrich) 
中に浸水させ、37℃でインキュベートした (15 分) 。そして、60% 2-プロパノールに浸水さ
せ (1 分) 、再度水洗した。次にマイヤーのヘマトキシリン溶液に浸水 (5 分) させて核を染
め、流水洗した。その後、水溶性封入剤で封入し、顕鏡した。封入した組織切片を FSX100 
(オリンパス, 東京, 日本) の 20 倍で撮影した。また、Oil Red O 染色陽性面積の定量には、
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蛍光画像解析システム Lumina Vision (MITANI CORPORATION, 東京, 日本) を用いた。 
 
3-2-10 統計処理 
実験データは全て平均 ± 標準偏差で示した。統計解析は IBM SPSS Statistics, Version 20 
(IBM Corp.; Armonk, NY, 米国) を用いて行った。体重、総摂餌量、総摂取エネルギー量、血
漿 AST、ALT 及び組織重量は、一元配置分散分析で解析した。また、腹部 CT 撮影で得られ
た HU 値の経時的変化と群間との比較は、二元配置分散分析で解析した。さらに、時間的要
因または群間での比較において、主効果が認められた際には、Bonferroni による多重比較を





3-3   結果 
3-3-1 高脂肪食摂取における体重及び組織重量の変化 
HFD 群及び HFD+Ex 群の 12 週間後の体重は、Con 群と比較して有意な高値を示した (P 
< 0.01; Table 1)。また、HFD+Ex 群の 12 週間後の体重は、HFD 群と比較して有意な低値を示
した (P < 0.01; Table 1)。 
体重の変化について、HFD 群の体重は、介入前 (pre) と比較して高脂肪食摂取から 1 週
目で有意な高値を示し (P < 0.01; Fig. 2)、介入が終了する 12 週目まで増加し続けた。また、
HFD+Ex 群の体重の推移は、pre と比較して高脂肪食摂取より 1 週目から 6 週目にかけて有
意な高値を示したが、運動開始より 1 週目から 3 週目にかけて有意な減少を示した (P < 
0.01; Fig. 2)。    
体重の群間比較について、Con 群と比較して、HFD 群の体重は高脂肪食摂取から 1 週目
から介入が終了する 12 週目まで介入期間を通して有意な高値を示した (P < 0.01; Fig. 2)。
また、HFD+ Ex 群の体重は、HFD 群と比較して運動介入開始直後の 1 週目から介入が終了
する 6 週目まで有意な低値を示した (P < 0.01; Fig. 2)。 
肝臓重量及び腸間膜脂肪量について、HFD 群は、Con 群及び HFD+Ex 群と比較して有意




HFD 群の総摂餌量は、12 週間の介入期間を通して Con 群と比較して少ない傾向であった
26 
 
が、HFD 群及び HFD+Ex 群における総摂取エネルギー量は、Con 群と比較して有意に高値
を示した (P < 0.01; Table 1)。 
 
3-3-3 腹部 CT 撮影における HU 値の経時的変化 
脂肪肝の診断には非侵襲的な方法で、その簡易性から CT による評価が用いられており、
その評価には HU 値が採用されている。この HU 値の低下の程度は肝臓の脂肪蓄積の進行度
を示すとされている (Saba L et al., 2015)。肝臓の脂肪蓄積の経時的変化を比較すると、Con
群の HU 値は 12 週間の介入期間において、基準値である 50 - 80HU 範囲内で推移していた。
一方で、HFD 群の HU 値は pre と比較して高脂肪食摂取から 3 週目まで低下を認めず、高
脂肪食摂取から 3 週間経過後より 6 週目にかけて低下傾向を示した (Fig. 3A)。さらに、8 週
間経過後、有意な低下を認めたが (P < 0.01; Fig. 3A)、それ以降、HU 値の低下は示さなかっ
た。また、HFD+Ex 群の HU 値は、運動開始直後からさらなる HU 値の低下を示さず、変化
しなかった。 
肝臓への脂肪蓄積を群間で比較すると、HFD 群における HU 値は、Con 群と比較し、高
脂肪食摂取から 6 週目の時点と 8 週目以降で有意な低値を示した (P < 0.01; Fig. 3A)。一方、
HFD+Ex 群の HU 値は Con 群の HU 値と比較して運動開始直後から有意差を認めなかった。
また、HFD 群と比較して運動開始から 2 週目以降、有意な高値を示した (P < 0.01; Fig. 3A)。 
高脂肪食摂取から 6 週目における HFD 群の HU 値 (53.1 ± 6.0) は、Con 群の HU 値 (77.2 
± 3.6) と比較すると、有意な低値を示した。そして、その分布をヒストグラムで比較すると、
ピークが左に推移していた (Fig. 3B)。一方、HFD+Ex 群における HU 値 (58.9 ± 8.0) は、
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HFD 群の HU 値 (30.8 ± 9.7) と比較して有意に高値であり、その分布を示す、ヒストグラム
のピークが右に推移していた (Fig. 3C)。 
 
3-3-4 高脂肪食摂取及び運動実施が肝機能マーカーに及ぼす影響 
HFD 群の血漿 ALT 値は、Con 群及び HFD+Ex 群と比較して有意な高値を示した (P < 0.05; 
Table 1)。しかしながら、HFD+Ex 群の血漿 ALT 値は Con 群と比較して差を認めなかった 
(Table 1)。 
ALT 値と同様に、HFD 群の血漿 AST 値は、Con 群及び HFD + Ex 群と比較して有意な高
値を示した (P < 0.05; Table 1)。 
 
3-3-5 高脂肪食摂取及び運動実施が肝臓組織に及ぼす影響 
肝臓組織を肉眼所見で比較すると、HFD 群の肝臓は、Con 群及び HFD+Ex 群と比較して、
黄白色であった (Fig. 4A)。 
肝臓組織切片の Oil red O 染色において、肝臓の脂肪は HFD 群及び HFD+Ex 群で認めら
れた (Fig. 4C)。また、Con 群と比較して、HFD 群の Oil Red O 染色陽性面積は、有意な高値






3-4   考察 
今日、主に食習慣及び運動習慣等の変化に起因した急激な肥満者の増加が世界的に見受








せることが知られている (Lieber et al., 2004, Xu et al., 2010)。本研究でも、HFD 群の肝臓重
量及び腸間膜脂肪量は Con 群及び HFD+Ex 群よりも高値を示しており、体重も高脂肪摂取
開始直後から急速な増加を示した。また、マウスに対する高脂肪食摂取 (Lee et al., 2011, Do 
et al., 2011) 及び高脂肪と高スクロースの混合食摂取 (Yang et al., 2012) は、肝臓内の中性脂
肪量を 2 週間以内の早期に増加させることを報告している。したがって、肝臓への脂肪蓄積
は高脂肪食摂取後の比較的早い時期に進行することが示唆される。一方、本研究での 1 週間
毎の CT 撮影によって得られた HU 値は、3 週目まで低下を示さなかった。つまり、CT 画像
を用いた評価では、高脂肪食摂取 3 週目までは画像上で認められるほどの顕著な肝臓への
脂肪蓄積が観察されないことが示唆された。高脂肪食摂取は摂取初期の比較的短期間であ
れば、脂肪酸の分解能を高めることを報告している (Zaragoza-Hermans et al., 1972, 鈴木ら, 
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1981, Jolita et al., 2011)。このことから、高脂肪食摂取が摂取開始初期に脂肪分解を高めたこ
とが、本研究において 3 週目まで HU 値が低下を示さなかった要因のひとつである可能性
が考えられる。また、本研究では 6 週齢の C57BL/6J マウスを用いたが、他の先行研究 (Lee 
et al., 2011, Yang et al., 2012) と比べ、週齢が若いことが脂肪蓄積の速度に影響した可能性も
考えられる。本研究とほぼ同じ週齢時に介入した研究でも、肝臓内のコレステロール値及び
血中遊離脂肪酸値は、高脂肪食摂取 2 週間の短期間の介入では変化を示さず、4 週間の比較
的長期間の高脂肪食摂取において、初めて有意な増加を示したことを報告しており (Do et 
al., 2011)、この 2 点が 3 週目まで HU 値低下をもたらさなかった原因であると考える。 
肝臓への脂肪量の増加と CT 画像における HU 値の低下は負の相関を示す (Saba et al., 
2015)。本研究で観察された高脂肪食摂取開始 3 週後から 8 週目にかけての HFD 群での HU
値の減少は、肝臓への脂肪蓄積がこの期間に急速に進行していたことを示唆している。肝臓
への脂肪蓄積には、脂肪の合成と分解のバランスが関与しているものと考えられる。脂肪酸
分解に関与する peroxisome proliferator-activated receptor-α (PPAR-α) は肝臓のミトコンドリア
において、脂肪酸の β 酸化を活性化させることによって、脂質の分解を促進させる 
(Abdelmegeed et al., 2011) が、高脂肪食摂取開始から 4 週間で、この PPAR-α の発現が低下
すると報告している (Fidaleo , 2014)。一方、脂肪の合成に関与している肝臓の SREBP-1c は
高脂肪食摂取 2 週間、FAS は 4 週間で亢進し (Ferre et al., 2010, Ciapaite et al., 2011, Yang et al., 
2012)、脂肪酸のトランスポーターの役割を果たす CD36 は、発現量が 5 週間で増加し、肝
臓への脂肪蓄積を促進させると報告している (Koone et al., 2007)。これらの知見と本研究で







HFD+Ex 群での 6 週間の運動介入期間において、HU 値の低下を認めなかったことから、
肝臓への脂肪蓄積は日常的な自発運動によって即時的に抑制されたことが示唆される。運
動介入開始直後から、体重の減少と共に肝臓への脂肪蓄積抑制効果も認められた。本研究に
おけるマウスは、1 日平均 4.6km の自発運動を行っていた (Fig. 5)。これは肥満に対して運








肝臓への脂肪蓄積と肝機能の低下には密接な関係があることが報告されている (Prati et 
al., 2002)。特に、肝臓から放出される ALT は肝臓に障害をきたすと高値を示すことが報告
されている (Prati et al., 2002, Chang et al., 2007)。本研究においても、HFD 群の血漿 ALT 値































































第 4 章 






第 4 章 研究 2 : 高脂肪食摂取と自発的運動が肝脂肪蓄積に及ぼす影響 
― 分子メカニズムの経時的な変化についての検討― 
 
4-1   緒言及び目的 
近年、食習慣の変化に伴う食事誘発性の脂肪性肝疾患者が増加している。日本では 1994
年から 2004 年の 10 年間で 2.7 倍に増加している (Komeda, 2005)。また、世界中で有病率は
現在約 25％と予測されており (Araujo et al., 2018)、日本だけでなく世界的にも増加が問題視








制が考えられる。高脂肪食摂取による先行研究において、摂取 2 週目で Do et al. (2011) は
肝臓の脂肪酸分解の抑制を、Crescenzo et al. (2014) は脂肪合成の亢進を明らかにしており、
その結果肝臓の脂肪蓄積が増加したと報告している。また、長期間の高脂肪食摂取について





謝を高めることも報告されており (Jolita et al., 2011)、一定の見解は得られていない。 
身体活動及び運動が肥満の改善に有効であることはよく知られており (Haskell et al., 
2007)、肝臓への脂肪蓄積や肝機能の改善にも効果的であることが報告されている(Rector et 
al., 2008, Yoshimura et al., 2011, Romero-Gómez et al., 2017)。運動による肝臓への脂肪蓄積抑
制の背景には脂肪合成系の抑制あるいは脂肪分解系の促進が考えられる。ラットに対する 4
週間の運動は肝臓のミトコンドリア機能を活性化させ (Fletcher et al. 2014)、長期間の運動が
肝臓の AMPK の活性化を通して、脂肪分解の亢進や脂肪合成抑制の働きをもつことが報告
されている (Cho et al., 2015, Rector et al., 2008)。一方で、我々は先行研究において運動によ









4-2   方法 
4-2-1 被験動物  
研究 1 と同じ被験動物を用いた。 
本研究は福岡大学動物実験委員会の承認 (承認番号 : 1608969 ) を得て実施した。 
4-2-2 飼育環境 
 研究 1 と同条件で行った。 
4-2-3 飼料 
 研究 1 と同飼料を用いた。 
4-2-4 実験プロトコール 
 被験マウスは 2 週間の順化期間を経た後、ランダムに普通食摂取群 (Con; n = 24) と高脂
肪食摂取群の 2 群に分けた。その後、高脂肪食摂取群はさらに運動を行わない群 (HFD; n = 
23) と自発的運動群 (HFD+Ex; n = 13) に分けた。これらのマウスを高脂肪食摂取後 2, 6 週
目と自発的運動開始後 1, 6 週目 (介入 7, 12 週目) の時点で解剖し、サンプルの摘出を行っ
た。なお、本研究では運動 1 週間後を“短期的運動”、運動 6 週間後を”長期的運動“とした。 
4-2-5 総摂餌量及び総摂取エネルギー量の評価 
 研究 1 と同条件で行った。 
4-2-6 身体計測 
 研究 1 と同条件で行った。 
4-2-7 血液サンプル分析 
血液サンプルは 6 時間の絶食後にマウスの尾部から採取した。血漿 Alanine 
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aminotransferase (ALT) はトランスアミナーゼ CⅡテストワコー (和光純薬工業) を用いて




-80°C で保存した。肝臓組織の脂肪量を評価するために、研究 1 と同様の方法で Oil red O 染
色を行い、定量した。 
 
4-2-9 Western blotting 
肝臓組織は、乾湿重量 1mg 当たり 10µl のタンパク質分解酵素阻害剤カクテルを含む RIPA 
バッファー (ナカライテスク; 京都, 日本) を加えてホモジナイズした後、10,000×g で 10
分間 (4°C) 遠心し、上清を採取した。上清中のタンパク質濃度の定量は、BCA protein assay 
kit (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, 米国) を用いて行った。タンパク質濃度決定後、
サンプル間の濃度が等しくなるようサンプルバッファーを用いて調節した。その後、タンパ
ク質を分子量ごとに分離するために、調節したタンパク質溶液 (10 または 30 µg) を、Sodium 
Dodecyl Sulfate (SDS) ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 (SDS - PAGE) を用いて分離した。
電気泳動は 200V 定電圧下で 40~60 分間行い、その後、タンク式ブロッティング装置 (ミニ
トランスブロット®セル, BIO RAD) を用い、100 V で 60 分間、メンブレン (Polyvinylidene 
Difluoride Membranes : PVDF 膜) に転写した。転写後のメンブレンは、3% Skim milk または
2%BSA (Albumin from Bovine Serum, Globulin, Free, 和光純薬工業, 埼玉, 日本) 中で 1 時間
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(室温)、ブロッキングした。ブロッキング後、3% Skim milk または 2% BSA で希釈した一次
抗体 (acetyl-CoA carboxylase (ACC), phosphorylated ACCSer79 (pACC), fatty acid synthase (FAS), 
AMP-mediated protein kinaseα (AMPK), phosphorylated AMPKThr172 (pAMPK), Sirtutin3 (Sirt3) 
from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, 米国 ), and peroxisome proliferator-activated 
receptor-α (PPARα) and cytochrome c oxidase subunit IV (CoxIV) from Abcam (Cambridge, 英国) 
中で一晩インキュベートした (4°C)。次に、メンブレンは、1xTBST 中で 3 度ウォッシュし、
horseradish peroxidase-conjugated rabbit または  goat IgG antibodies (Vector Laboratories; 
Burlingame, CA, 米国) 中で 1 時間インキュベート (室温) した後、再度 1xTBST 中で 3 度ウ
ォッシュし、検出した。検出の際の抗体反応は、発光検出試薬 (ECL PrimeWestern Blotting 
Detection System, GE Healthcare Life Sciences; 東京, 日本) を用い、Amersham Imager 600 (GE 




実験データは全て平均  ± 標準誤差 (SE) で示した。統計解析は IBM SPSS Statistics, 
Version 20 (IBM Corp.; Armonk, NY, 米国) を用いて行った。体重、総摂餌量、総摂取エネル
ギー量、血漿 ALT、組織重量及びタンパク質発現量は、t 検定あるいは一元配置分散分析で
解析した。また、事後検定として Bonferroni による多重比較を行った。有意水準は危険率 P 




4-3   結果 
4-3-1 体重及び組織重量の変化 
HFD 群の体重は、Con 群と比較してすべての時点で有意な高値を示した (P < 0.05, P < 
0.01; Table 2)。HFD+Ex 群の体重は、Con 群と比較して運動開始から 6 週目で有意な高値を
示した (P < 0.05; Table 2)。また、HFD+Ex 群の体重は、HFD 群と比較して運動開始から 6 週
目で有意な低値を示した (P < 0.01; Table 2)。 
HFD 群の肝臓重量は、Con 群と比較して高脂肪食摂取 7 週目で増加傾向を示し、高脂肪
食摂取 12 週目で有意な高値を示した (P < 0.01; Table 2)。また、HFD+Ex 群の肝臓重量は、
HFD 群と比較して運動開始から 6 週目で有意な低値を示した (P < 0.01; Table 2)。 
HFD 群の腸間膜脂肪量は、Con 群と比較してすべての時点で有意な高値を示した (P < 
0.01; Table 2)。HFD+Ex 群の腸間膜脂肪量は、Con 群と比較して運動開始から 1 週目で有意
な高値を示した (P < 0.05; Table 2)。また、HFD+Ex 群の腸間膜脂肪量は、HFD 群と比較し
て運動開始から 1、6 週目で有意な低値を示した (P < 0.05, P < 0.01; Table 2)。 
 
4-3-2 摂餌量の変化 
 HFD 群の摂餌量は、Con 群と比較して高脂肪食摂取 2、6、12 週目で有意な低値を示し
た (P < 0.01, P < 0.01, P < 0.05, Fig. 7A)。HFD+Ex 群の摂餌量は、Con 群と比較して高脂肪食
摂取 7 週目で有意な低値を示した (P < 0.01, Fig. 7A)。 
 HFD 群の摂取エネルギー量は、Con 群と比較してすべての時点で有意な高値を示した
(P < 0.01, Fig. 7B)。HFD+Ex 群の摂取エネルギー量は、Con 群と比較して運動開始から 1、6
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週目で有意な高値を示した (P < 0.01, Fig. 7B)。また、HFD+Ex 群の摂取エネルギー量は、
HFD 群と比較して運動開始から 1 週目で有意な低値を示した (P < 0.01, Fig. 7B)。 
 
4-3-3 肝機能マーカーの変化 
HFD 群の ALT は、Con 群と比較して高脂肪食摂取 12 週目で有意な高値を示した (P < 
0.01; Table 2)。また、HFD+Ex 群の ALT は、HFD 群と比較して運動開始から 6 週目で有意
な低値を示した (P < 0.05; Table 2)。 
 
4-3-4 肝臓組織の変化 
HFD 群の肝臓脂肪量は、Con 群と比較してすべての時点で有意な高値を示した (P < 0.01; 
Table 2, Fig. 8)。また、HFD+Ex 群の肝臓脂肪量は、Con 群と比較して運動開始から 1 週目で
増加傾向を示したが、HFD 群と比較して運動開始から 1、6 週目で有意な低値を示した (P 
< 0.01; Table 2, Fig. 8)。 
 
4-3-5 タンパク質発現量の変化 
高脂肪食摂取 2 週間で HFD 群の ACC 及び FAS のタンパク質発現は Con 群と比較して有
意に高値を示した (P < 0.05, P < 0.01; Fig. 9E, 10E)。一方で、Cox IV の発現量は HFD 群で
Con 群と比較して有意に低値となった (P < 0.01; Fig. 10D)。 
高脂肪食摂取 6 及び 12 週間で HFD 群の ACC のリン酸化、ACC、FAS のタンパク質発現
量は Con 群と比較して有意な高値を認めた (P < 0.01, P < 0.01, P < 0.05; Fig. 9D, 9E, 10E)。一
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方で、HFD 群の PPARα のタンパク質発現は Con 群と比較して有意な低値を示した (P < 0.05; 
Fig. 10C)。 
自発的運動開始 1 週目で HFD＋Ex 群の PPARα のタンパク質発現は Con 群と比較して有意
な高値を認め (P < 0.05, Fig. 10C)、Sirt3 のタンパク質発現の有意な低値を示した (P < 0.01; 
Fig.10A)。また、HFD 群と比較して pACC/ACC、PPARα 及び Cox IV のタンパク質発現の有
意な高値を認め (P < 0.01, P < 0.05, P < 0.01; Fig. 9E, 10C, 10D)、ACC のタンパク質発現の有
意な低値を示した(P < 0.05; Fig. 9E)。 
自発的運動開始 6 週目で HFD＋Ex 群の ACC のリン酸化と ACC のタンパク質発現は Con
群と比較して有意な高値を認め (P < 0.05, P < 0.05; Fig. 9D, 9E)、AMPK のリン酸化、
pAMPK/AMPK 及び Sirt3 のタンパク質発現の有意な低値を示した (P < 0.05, P < 0.01, P < 
0.05; Fig. 9A, 9C, 10A)。 
自発的運動開始 1、6 週目で HFD+Ex 群の FAS のタンパク質発現は HFD 群と比較して低
い傾向であった (P = 0.07, P = 0.06; Fig. 10E)。 
 
4-3-6 運動量の変化 
HFD+Ex 群の運動量は運動開始後 12 日目までは増加傾向を認め、12 日目をピークに減少





本研究の結果、自発的運動は 1 週間で肝臓脂肪合成タンパク質 (FAS、ACC) の抑制と脂
肪分解タンパク質 (PPARα、Cox IV) の亢進を認めたことにより、肝臓脂肪を劇的に減少さ
せた。さらに 6 週間の自発的運動は脂肪分解の発現は高めなかったものの、脂肪合成を抑制
させることにより、脂肪蓄積が進行しなかった。また、高脂肪食摂取 2 週目より肝臓脂肪合




た。さらに、その脂肪減少の背景として、脂肪分解タンパク質 (PPARα, Cox IV) の発現亢進
と脂肪合成タンパク質 (FAS, ACC) の発現抑制の両者が寄与していることを初めて明らか
にした。我々は、運動による脂肪蓄積の抑制は AMPK の活性化を介して引き起こされると
予想していた。しかし、驚くべきことに本研究では運動後 1 週間で AMPK の活性を認めな
かったものの、脂肪分解タンパク質発現の亢進及び合成タンパク質発現の抑制を認めた。こ
のことから、1 週間の自発的運動で認められる脂肪蓄積抑制効果には AMPK 非依存的経路
の関与が推測される。先行研究において、farnesoid X receptor (FXR)や adaptor protein containing 
pleckstrin homology domain, phosphotyrosine binding domain and leucine zipper motif (APPL1) が
AMPK 非依存的に肝臓の脂肪分解に関連していると報告されている。APPL1 は adiponectin 
receptor 1 と 2 (AdipoR1/2) と相互作用し、これらはアディポネクチンの結合により刺激を受
け、このシグナルにより脂肪分解が引き起こされる (Mao et al., 2006)。また、水泳運動はア
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ディポネクチンによりこれに対応する APPL1 や AdipoR1/2 の活性化が引き起こされること
が報告されている (Marinho et al., 2012, Farias et al., 2012)。FXR は胆汁酸より刺激を受け、
FXR の活性化は肝臓の脂肪合成関連分子 (e.g. ACC, FAS, SREBP1c) の発現を低下させるこ
とが知られている (Watanabe et al., 2004)。運動は胆汁酸の生成を誘発し (Meissner et al., 
2010)、FXR を活性化させることで肝機能の改善を引き起こすことが認められている 
(Hajighasem et al., 2018)。これらの報告と本研究の結果を考え合わせると、短期的な運動は
APPL1 や FXR の活性化を介して肝臓脂肪減少に関与することが推察される。 
一方で、6 週間の自発的運動では、FAS や ACC のタンパク発現は低下していたが、PPARα
や Cox IV のような脂肪分解タンパク質に変化は認められなかった。その理由として、慢性
的な高脂肪食摂取はマウスの活動量を低下させることが報告されている (Moretto et al., 
2017)。実際に本研究でも HFD＋Ex 群の運動量は介入開始 12 日目をピークに 6 週間後には
運動量の低下が確認された。また、長期的な自発的運動は脂肪分解に有効な運動強度を満た
していない可能性が考えられる。先行研究において PPARα や Cox IV の活性が高強度運動
では認められたが、中強度運動では認められなかったと報告されている (Cho et al., 2015)。
また、別の研究では、自発的運動は脂肪分解タンパク (e.g. PGC1α, PPARα, Cox IV) は亢進
させないが、脂肪合成タンパク (FAS, ACC) は抑制させたと報告している (Rector et al., 2011, 








(Rocha-Rodrigues, 2016)、SREBP1 に対する抑制機構が外れ、発現が高まることで ACC や FAS
のような脂肪合成の律速酵素の活性を高め、脂肪合成が促進するとされる (Kawano et al., 
2013)。Do et al., (2011) はこの肝臓への脂肪蓄積を高脂肪食摂取 2 週間で認めている。本研






(Zaragoza-Hermans et al., 1972, 鈴木ら, 1981, Jolita et al., 2011)。また、脂肪分解タンパクであ
る Sirt3 の発現は高脂肪摂取初期で増加傾向を示すが、長期的な摂取では低下する報告があ
る (Hirshey et al., 2011)。一方で、その他の脂肪分解タンパク (e.g. PPARα, Cox IV) 発現は高
脂肪食摂取により低下または変化しないことも報告されている (Ciapaite et al., 2011, Greene 
et al., 2015)。本研究では 2 週間の高脂肪食摂取では脂肪分解に係る PPARα, Cox IV のタンパ
ク質発現低下を認め、さらに脂肪合成に係る FAS のタンパク質発現亢進を認めていること
から、短期的な高脂肪食摂取でも肝臓の脂肪蓄積が進行した可能性が考えられた。また、研




先行研究と類似して (Palacios et al., 2009, Hirschey et al., 2011)、慢性的な高脂肪食摂取は
脂肪分解に係る AMPK や Sirt3 の活性低下と脂肪合成に係る ACC や FAS のタンパク質発現
の亢進を認めたことからさらなる脂肪蓄積が進行した可能性が考えられた。先行研究では
16 週間の長期的な高脂肪食摂取はさらなる脂肪蓄積の増加と炎症マーカーの高値や肝機能
悪化を引き起こすと報告している (Cho et al., 2015)。慢性的な高脂肪食摂取は Cidea の活性
を高めるとの報告がある (Do et al., 2011)。この Cidea は脂肪蓄積の要因となるだけでなく炎





































第 5 章 結 論 
 本研究では、高脂肪食摂取による肝臓への脂肪蓄積及び脂肪蓄積に対する自発的運動が
もたらす効果の発現機序を経時的観点から明らかにすることを目的とし検討を行った。 






















































第 7 章 図 表 
 
 
Table 1 Characteristics of the animal. 
 
Note: Data are means ± standard deviation. 














Fig. 1 Study design. 
Male 6 week old C57BL/6J mice were randomly assigned to the normal diet (Con) or 
high fat diet group. After 6 weeks, mice in the high fat diet group were further divided 
into the voluntary wheel exercise (HFD+Ex) or no exercise (HFD) group. We measured 

















Fig. 2 Effect of high fat diet and wheel running exercise on body weight. 



















Fig. 3 Change over time in hounsfield unit (HU) volume due to high fat diet and wheel 
running exercise (A). Effect of high fat diet on hounsfield unit volume in first 6 weeks 
(B) and next 6 weeks (C). 










Fig. 4 Effects of high fat diet and wheel running exercise on hepatic steatosis. 
Representative images of liver from Con, HFD and HFD+Ex (A). Lipid quantification by 
Oil Red O staining (B). Representative images of Oil Red O staining (C).  



























Data are the mean ± standard error. * vs. Con, P < 0.05; ** vs. Con, P < 0.01, † vs. 
HFD, P < 0.05; †† vs. HFD, P < 0.01. ALT, alanine aminotransferase. 





Fig. 6 Study design. Control (Con) group, high-fat diet (HFD) feeding group, HFD 
feeding and voluntary exercise training (HFD+Ex) group. 1st. (8 weeks old): at 2 weeks 
of HFD feeding. 2nd. (12 weeks old): at 6 weeks of HFD feeding. 3rd. (13 weeks old): at 
7 weeks of HFD feeding and 1 week of voluntary exercise. 4th. (18 weeks old): at 12 

























Fig. 7 Effects of high-fat diet (HFD) feeding and voluntary exercise on total food intake 
and total energy intake. (A) Total food intake (B) Total energy intake from the control 
(Con), HFD and HFD plus exercise (HFD+Ex) groups (n = 6 to 7 mice in each group). 








Fig. 8 Effects of high-fat diet (HFD) feeding and voluntary exercise on fat accumulation 
in the liver. (A) Representative gross morphology of mouse liver. (B) Representative 
histological images of Oil red O staining of liver section from the control (Con), HFD 
and HFD plus exercise (HFD+Ex) groups (n = 6 to 7 mice in each group). Values are the 





Fig. 9 Effects of high-fat diet (HFD) feeding and voluntary exercise on hepatic (A) 
AMPK phosphorylation (pAMPK), (B) AMPK protein content (C) pAMPK/AMPK 
ratio, (D) ACC phosphorylation (pACC), (E) ACC protein content, (F) pACC/ACC 
ratio in the control (Con), HFD and HFD plus exercise (HFD+Ex) groups (n = 6 to 7 





Fig. 10 Effects of high-fat diet feeding and voluntary exercise on hepatic (A) Sirt3, (B) 
PGC1α, (C) PPARα, (D) CoxIV, (E) FAS protein content. Representative western blots 
are shown in (F). For PGC1α, 30 µg of total protein was used per lane; for the rest, 10µg 
of total protein was used per lane. Control group (Con or C), high-fat diet feeding group 
(HFD or H), high-fat diet feeding plus voluntary exercise training group (HFD+Ex or 
HE) (n = 6 to 7 mice in each group). Values are the mean ± SE. *P < 0.05, **P < 0.01. 
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